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「序論」 
小児の白血病は、化学療法の進歩や、分子生物学的な病態の解明に伴い、治癒
可能な病気になりつつある。しかし、標準的な治療に反応しなかった白血病細
胞は、薬剤耐性を獲得しその後の治療に影響を及ぼすことがある。現在までに、
in vitro で行われた薬剤感受性試験の結果と、臨床経過の相関が相次いで報告さ
れてきた。 
MTT アッセイ(methyl-thiazol-tetrazolium assay)は、MTT をホルマザン
色素へ還元する酵素活性を測定する比色定量法である。この方法により細胞の
生存率や増殖率を試験することが可能である。この方法を用いて生細胞率を計
測する薬剤感受性試験は白血病細胞を用いて行われてきた。しかし MTT アッセ
イは、白血病の末梢血検体を用いた場合、正常白血球と白血病細胞を区別する
ことが困難であり、芽球割合が低い場合には不適当である。そのため、AnnexinV
などを用いたフローサイトメトリーを用いた薬剤感受性試験 flow cytometric 
chemosensitivity assay (FCCA)が行われてきた。私たちはミトコンドリアの膜
電位差を検出する.5, 50, 6,60-tetrachloro-1, 10, 3, 30 tetraethyl benzimidazolo 
carbocyanineiodide (JC-1)を用いて FCCA を確立することを目的とした。 
「方法」  
末梢血、骨髄からそれぞれ採取した5X104/cellsの細胞を37℃で
Bortezomib(Bor) , prednisolone (PSL), vincristine(VCR),L-asparaginase (Asp), 
fludarabine(Flu), etoposide (VP16), cytarabine (AraC), topotecan (Topo), と
SN-38の9つの薬剤をそれぞれ添加し、培養した。48時間経過後 
phosphate-buffered saline (PBS)100μlとCD45－ECD 抗体とそれぞれの白血病
表面抗原であるCD3、CD19、CD33-APC抗体をそれぞれ添加した。細胞を4 °C 、
15 分に静置し、洗浄したのち、JC-1（Wako）を0.5μg/mlの濃度に調整し、30 分 
間37 °Cに静置した。その後FACS Caliber flow cytometerを用いて、PBSで洗浄
した細胞を解析した。CD45lowでCD3-,CD19-, or CD33-陽性分画(図 1a)を、同
定し、 白血病細胞の中のintact or damaged 細胞をJC-1 red または JC-1 
greenでそれぞれ標識した。治療後の生存率の割合を、100 × (% JC-1 red 
positive 薬剤添加細胞数 / by % JC-1 red positive in 薬剤無添加細胞数 
untreated control well)で算出した。 
1．細胞株を用いた従来のFCCAとJC-1を用いたFCCAの比較 
当科で樹立した細胞株であるYCUB2、YCUB4 (Goto H. et al. 2009)を用い、
JC-1によるFCCAの結果とannexin V/7AADを用いたFCCAを比較検討した。細胞
はCD45 抗体とCD19抗体でラベルし、PBSで洗浄したのち2.5μlの
annexinV-FITC抗体と、7-AADそれぞれ2.5μlを含む100 μLの annexin V-binding 
buffer で標識した。室温で静置した15分後に、細胞はPBSで洗浄してフローサ
イトメトリーで解析した(図1). Intactな細胞はannexin V、 7-AADともに陰性の
分画に分類され(図 1b). それぞれの細胞のJC-1における赤色から緑への生存細
胞分画の％と、未治療コントロールの細胞生存率とで生存率を算出した(図 1c). 
 
図 1  (Yokosuka. et al. Cancer Chemother Pharmacol. 2013 Oct 13.) 
JC-1によるFCCAまたは抗AnnexinV-FITC/7-AAD 
AML患者の末梢血単核球を抗腫瘍薬を入れたものと入れていないものでそれぞれ48時間培養した。フローサイトメ
トリーを用いた解析では、白血病分画はCD45がlowでCD19陽性の分画にゲートされる(a)白血病分画のうちの抗
AnnexinV－FITCと７-AADでラベルしたアポトーシス細胞(b)７AADと、AnnexinVが両方陰性の生きている白血病細
胞。(左下の四分画）白血病細胞のうちの、ミトコンドリアの膜電位の脱分極により赤い蛍光色素を消失したこと
でアポトーシスは同定される(c)右上の分画はJC-1の赤で標識されるintact fractionと、右下の分画はJC-1緑で
標識されるdamaged fraction. 
 
2．健常ボランティアから末梢血単核球を採取し、それぞれ 10%、20%
の比率の YCUB-2,YCUB-4 と調整して白血病サンプルモデルを作成した。末梢
血の芽球数が何％までのサンプルモデルで JC-1を用いたFCCAが可能であるか
を検討した。 
3．18人のacute lymphoblastic leukemia (ALL)患者においてPSL投与後の
芽球の減少率{number of blasts in peripheral blood (/μL) at Day 1–number of 
blasts in peripheral blood (/μL) at Day 8}と、PSL添加後のJC-1を用いたFCCAの
結果を比較検討した。 
4．私たちは25のALL検体と11のacute myeloid leukemia (AML)検体にお
いて新規薬剤であるbortezomib (Bor)に対するJC-1を用いたFCCAを施行し、従
来ALLに用いられてきたkey drugであるPSL、L-ASPにおけるFCCAの結果
と,AMLに用いられてきたkey drugであるAraC,VP16の薬剤添加後のFCCA結果
をと比較検討した。 
「結果」 
1．9 種類の薬剤添加後の JC-1 による FCCA の結果は、YCUB2 において(r2 = 
0.919, P < 0.001)、YCUB4 において (r2 = 0.843, P < 0.001)いずれも、
AnnexinV/7-AAD を用いた FCCA 結果と関連していた。 
2．白血病サンプルモデルにおけるPSL添加後のJC-1を用いたFCCAの結果は、
10%、20%、100%いずれもYCUB2細胞はPSL耐性、YCUB4細胞はPSL感受性
であった。これらの結果はたった10%の芽球の混入であっても、JC-1による
FCCAを行う事が出来ることを示唆している。 
3．18人のALL患者におけるJC-1を用いたFCCAの結果を示す。PSL添加後の
細胞生存率は7.5–84.2 % (中央値: 26.5 %)であった。これはJC-1 FCCAを用い
たPSLに対するALL細胞の生存率は臨床的なPSLの芽球の減少率{number of 
blasts in peripheral blood (/μL) at Day 1–number of blasts in peripheral blood 
(/μL) at Day 8}と有意に相関していた(correlation coefficient = −0.631, P = 0.005)。
このJC-1 を用いたFCCAはALLにおけるPSLの臨床的反応性を予測することが
できる可能性を示唆した。 
4．Bortezomib（Bor）に対するFCCAを36検体で行った。Bor添加下でJC-1 
FCCAを行ったところ、ALL患者の検体では細胞生存率が20%であったのに対し
AML検体では49%であり(P = 0.16) 細胞生存率の分布に有意な相関を示した。 
25人のALL検体のうち16人(64%)は、Borに感受性があり、また、11人のAML患
者のうち5人(45%)においてもBorの感受性を認めた。 
診断時または再発時のALL検体は、Bor添加後の生存率の中央値がそれぞれ
6.3%と25.7%であり、再発時の方がBorの細胞生存率が高く、有意差を認めた(P 
= 0.028) AML検体の診断時、または再発時のBor添加後の細胞生存率の中央値は 
20.7 と 51.4 %であり(P = 0.518)再発時、初診時どちらも細胞生存率において
有意差を認めなかった. 
また、ALL患者において、Borに対するJC-1 FCCAの結果を、ALLのkey drug
であるPSL、またはASP感受性の結果と比較し、細胞生存率においてばらつきを
調べた. Bor添加後の細胞生存率の中央値はPSL-sensitive 群と PSL-resistant群
でそれぞれ6.6 %、 35.7 % (P = 0.005) であった. ALLの検体もまたBorの細胞生
存率とAspの細胞生存率は相関していた(9.7 or 33.7 % in Asp-sensitive or 
Asp-resistant samples; P = 0.06) .AML検体においては、Borと、AMLのkey drug 
であるVP16、AraCに対するJC-1 FCCA を行った。Borに対する細胞生存率の中
央値は20.7 or 100 % であり、 AraC-sensitive群とAraC –resistant群で強い相関
があった(P = 0.0003) . VP16添加後の細胞生存率は VP16-sensitive群34.8%、
VP16-resistant群52.8%(P = 0.63)であった 
「考察」 
細胞生存率を比色分析できるMTTアッセイを用いて、多くの研究がなされて
きた。白血病細胞における薬剤感受性試験もそのひとつである. MTTアッセイは
白血病検体を用いた場合、正常白血球と白血病細胞を区別することが困難であ
り、芽球割合が低い場合には不適当である。一方でFCCAは、サンプルの白血病
細胞の分画が低くても特徴的な抗体で染色することができるという利点がある。 
今回私たちが用いた18人のALL患者の検体にはPSLの7日間単独投与が行われ
ており、JC-1を用いたPSLに対するFCCAの結果と臨床的なPSL反応性が相関し
ていた。Kaspers et al.はMTTアッセイで計測したALL細胞のin vitroのPSL感受性
はin vivoのPSL反応性と相関していると報告している(Kaspers GJ et al. 1998) 
ALLにおけるPSLの感受性は重要な予後因子の一つであり、PSLの反応性が不良
である患者はより強力な治療をする必要がある群に分類されることが多い。
(Riehm H et al.1987;Reiter A et al.1994) In vitroのPSL抵抗性は長期的な臨床の
転帰が有意に悪いことを示唆すると報告されてきた(Kaspers GJ.et al.1998). こ
のJC-1によるFCCAはPSLの反応性を示唆するために有用であり、ALL治療にお
ける早期のリスク分類にも有用な可能性がある。 
Borは強力な、そして選択的なプロテアソーム阻害薬であり(Adams J et 
al.1998), それは最近他の薬剤と併用して再発ALLの患者に対して臨床的に用い
られている。今回、ALLに検体を用いたBor添加後のJC-1を用いたFCCAの結果
はBorの感受性がPSLの感受性と関連していることを示す一方で、AML検体にお
いてはBorの感受性とAraCの感受性が関連していた。これらの結果はそれぞれの
治療レジメンにおけるkey drugに対して薬剤耐性を持ったALL,AML細胞におい
てBorの効果が低いことを示している。また、私たちの結果は成人(Reiter A et 
al.1994)と小児(Adams J et al. 1998)の白血病においての従来の報告と同様、Bor
の単剤使用は臨床的には限定されていることを裏付ける結果となった。 
治療の失敗は白血病細胞の薬剤耐性によってのみおこるものではない。それ
ぞれの患者における他の薬物動態学(Panetta JC et al.2002)や、薬理学(Kager L 
et al. 2005) が治療の転帰には影響している。In vitroで白血病細胞に対して効果
のある薬剤が必ずしも治療に成功をもたらすわけではない。しかし、in vitroで
薬剤感受性試験を行えることは、効果の低い薬剤を除くことに寄与する可能性
があり、JC-1FCCAもその方法の一つとなりえることが示唆された。 
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